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(57) Abstract: The invention concerns novel nucleotide ana- 
logues comprising a reactive hydrazide function used as initial 
synthons for preparing compounds (formula I) capable of induc- 
ing mutations or capable of inhibiting a DNA polymerase or a 
kinase. The invention aJso concerns nucleic acids comprising 
said nucleotide and nucleoside analogues. Among such com- 
pounds, can be cited in particular the compound of formula (I). 



(57) Abrege : La presente invention concerne de nouveaux ana- 
logues de nucleotides comportant une fonction reactive hydra- 
zide servant de synthons de depart pour la preparation de compo- 
ses (formule I) pouvant induire des mutations ou 6tant capables 
d'inhiber une ADN polymerase ou une kinase. L'invenbon se rapporte egalement aux acides nuclCiques comportant lesdits analogues 
de nucleosides et nucleotides. Parmi de tels composes, on peut citer notamment Je compose* de formule (I). 
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PRODUCTION COMBINATOIRE D r ANALOGUES DE NOGLEOHDES ET NUCLEOSIDES (XilP) 



5 La pr&ente invention conceme de nouveaux analogues de nucleotides comportant une 
fonction reactive hydrazide (formule II) servant de synthons de depart pour la 
preparation de composes (fonnule T) pouvant induire des mutations ou etant capables 
d'inhiber une ADN polymerase ou une kinase. L'invention se rapporte £galement aux 

acides nucteiques comportant lesdits analogues de nucleosides et nucleotides. 

♦• 

10 

Les inhibiteurs nucleotidiques actuellement disponibles (acyclovir, gancyclovir, AZT, 
ddC, d4T, 3TC.) presentent des ejBfets secondaires indesirables lors de traitement de 
longue dur^e- et d'administrations r6p6t€ts. D'une part, la toxicity intrinseque de ces 
analogues de nucleotides provient notamment du fait qu'ils peuvent manquer de 
15 specificite vis-a-vis d'une polymerase ou d'une reverse transcriptase donnee. D'autre 
part, au bout d'un certain temps, les virus deviennent resistants a ces inhibiteurs meme 
si on augmente les doses. 

La synthese de nouveaux inhibiteurs nucleotidiques represente un enjeu important pour 
20 renouveler les m&hodes de traitements des infections virales telles que le HIV, CMV 
et le HSV. Hutchinson, 1990 montre qu'il existe de nombreuses difficultes liees a la 
synthese de vastes collections de nucleotides modifiees. Par exemple, il apparait 
necessaire de proteger les fonctions rfectives des bases ou des riboses avec toute 
addition ou modification de groupes. 

25 

L'invention permet' de pallier ces difficultes grace a un synthon de base pennettant 
l'obtention en une seule etape d'une librairie d'analogues de nucleotides ou de 
nucleosides. Grace a ces librairies, on peut par exemple cribler des inhibiteurs 
hautement specifiques de la reverse transcriptase du HIV. 

30 

La preparation de nouveaux nucleotides aux appariements ambigus, c r est-&-dire 
capables de s'incorporer au brin amorce en reponse a plus d'une parmi les quatre bases 
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A, C, G, T dans le bxin matrice, s'impose egalement pour perfectionner les procedes de 
mutagenese (Sate et al., 1996; Zaccolo et al, 1996; Pochet et aL, 1997). I/agent 
mutagene ultime consisterait en un monom6re de l'ADN qui puisse s'apparier aux 
quatre bases canoniques au stade de Incorporation comme triphosphate, puis lors de 
5 sa copie comme matrice. Le desoxynucleoside triphosphate d'une telle base ambigue 
permettrait de substituer toute base canonique par n'importe laquelle des trois autres 
bases lors de la replication par une ADN polymerase. En outre, un procedd 
dliypermutag&iese in vivo via rincoiporation de la base ambigue simplifierait et 
accelererait les protocoles devolution dirigfe des genes portes par des plasmides, en 
1 0 evitant le recours aux manipulations couteuses de la PCR erronee. Un resume justifiant 
l'emploi de bases ambigues dans d'autres applications se trouve dans les r6f6rences 
Bergstrom et al., 1995: Loakes et al., 1995; Hill et al., 1998. 

En outre, la decouverte de structures chimiques simplifiees mais douees des memes 
15 capacites d'appariement univoque que chacune des quatre bases de l'ADN, en d'autres 
termes des ersatz de A. C, G, T, rend possible la preparation de nouvelles sondes ou 
amorces nucleiques qui peuvent etre utilisees dans diverses techniques d'amplification 
et de d6tection d'acides nucleiques cibles. 

Par ailleurs, sur le synthon de depart de formule II (voir ci-apres), il est possible de 
20 greffer des molecules reactives se situant par exemple dans la famille des acides 
amines, ce qui permet done de fonctionnaliser l'ADN. 

Des desoxynucleosides portant une purin? simplifiee en un simple noyau imidazole 
differemment substitue aux positions 4 et 5 ont ete decrits dans Pochet et al, 1998. Ces 

25 nucleosides sont intrinsequement capables de former des liaisons hydrogene avec les 
quatre bases canoniques par rotation autour de la liaison glycosidique (conformations 
syn et anti) et de la liaison carboxamide ("A-Iike" et "G-Iike") (Pochet et al., 1995; 
Pochet et al., 1998). ^incorporation par les ADN polymerases de ces nucleosides 
(LeBec et al., 1997) et les effets mutagenes de leurs appariements sont decrits dans 

30 Sala et aL, 1996; Pochet et al., 1 997. 
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Dans le cadre de la presente invention, des groupements lateraux variables penvent etre 
greffes au monomere de TADN simplify, designe ci-apres par Xq, via un groupe 
carbohydrazide. Ce synthon de depart permet de preparer de multiples substrats des 
ADN polymerases en une etape. Le groupe carbohydrazide constitue une fonction tres 
reactive capable de se condenser avec tout aldehyde ou c&one. Autant de derives 
hydrazones, ci-apres designes par Xi ( peuvent done etre formes a partir de X 0 . Autant 
de derives hydrazines, ci-apres designes par X2, peuvent etre obtenus pair reduction de 



dans laquelle : 

- le groupe Rl represente un hydrogene ou un groupe choisi paraii les groupes 
phosphate, diphosphate ou triphosphate et les groupes protecteurs tels que DMT. 

- R2 et R2' sont choisis independamment Pun de Tautre panni H, OH, le 
phosphoramidite et ses derives, le H-phosphonate et un tenninateur d'elongation T, 

- R3 et R3 ' sont choisis independamment Fun de Tautre parmi H, OH, les halogenes 
(F, Br, CI, I), un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 a 6 atomes de 
carbone et un groupe 0-R5, R5 repr&entant un groupe alkyle lineaire ou ramifie 
comportant 1 a 6 atomes de carbone, 

- R4 represente un heterocycle (symbolist par un cercle) substitue, de formule 



X L 



Ainsi, la presente invention porte sur des composes de formule generate I ; 





Y1 
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dans lesquelles E d&igne un bras espaceur constitue par une chaine carbonee de 0 a 20 
atomes de carbones saturee ou non, comprenant ou non des heteroatomes et/ou 
eventuellement substitue ; ledit het&ocycle etant selectionne parmi : 
a) les heterocycles a 5 atomes de la foimule : 



dans laquelle X represente independamment les un des autres un groupe CH, C-R6, ou 
N, R6 etant choisi parmi les halogdnes (F, Br, CI, I), un groupe aftyle lin&rire ou 
ramifie comportant 1 a 6 atomes de carbone et un groupe 0-R7 ou S-R7, R7 
reprSsentant un hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 a 6 
1 0 atomes de carbone, 

lesdits heterocycles appartenant notamment a la femille des azoles, tels que les cycles 





M_U , N — J ' N — J f N— N 
pyrazole imidazole triazole tetrazole 



pyrrole 




composes A 



b) les cycles a 6 atomes, notamment les pyrimidines de formule : 



Y2 




composes B 



20 
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c) les analogues de purines de fonnule : 




composes C 



dans lesquels : 

10 - Y 1 represente NH 2 (designe par le synthon Xo) ou un groupe : 

N ~ C Xz2 synthon X 1 ou NH— CH synthon X 2 

- Y2 et Y3 sont choisis independamment Pun de Pautre parmi H, OH, O, NH 2 , les 
halogenes (F, Br, CI, I), SCH3, SH, une amine, un amide (dans le sens -NH-CO-R) ou 
un alkyle lineaire (sens -OR) ou ramifie comportant 1 a 6 atomes de carbone, 
15 Zl et Z2 etant choisis independamment Tun de Pautre parmi H et un groupe 
organique. 



Concernant les tennes « purines » et « pyrimidines », on se rgferera a la definition 
donnee dans Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology, Oxford 
20 Press, 1997. Des exemples de voies de synthese de ces composes sont decrits aux 
pages 546 et 547 de ce document. 

Concernant les composes B, Pexemple de synthese presente a la figure 2 est valable 
pour les nucleosides en serie ribo, desoxy et pour les derives phosphoryles. Lorsque X 
est CONHNH2 , on obtient un synthon Xo selon Pinvention comprenant un bras 
25 espaceur CH=CHCONH(CH2)n, ou est n=6 dans cet exemple. 

Panni les synthons Xo, Xi et X2, Pinvention vise notamment des analogues de 
nucleosides et des analogues de nucleotides triphosphates que Pon designera par XoTP, 
XjTP et X2TP. Les analogues de nucleotides selon Pinvention seront de preference 
30 utilises lorsque Pobjectif implique leur incorporation dans un acide nucleique. On 
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utilisera de preference w analogue de nucleoside selon Finvention pour inhiber une 
polymerase in situ dans une cellule, notamment pour la fabrication d'un medicament. 

Dans les composes de fonnule I, le groupe Rl represente de preference un groupe 
5 triphosphate bu un hydrogene en fonction de Fobjectif evoque ci-dessus. 

De meme selon Fobjectif recherche, au moins un des groupes R2 et R2" peut 
representer un groupe OH, ce qui permet la poursuite de 1'dlongation par une 
polymerase ou un groupe terminateur T dans le cas ou on souhaite obtenir des 
inhibiteurs des polymerases. Aiosi, au moins un des groupes R2 et R2' peut representer 
10 le groupe T, qui est s&ectionne de preference panni F, Br, CI, I, N3, et un groupe 
alkyle Iineaire ou ramifie comportant 1 & 6 atomes de carbone. Bien entendu, tout 
groupe equivalent fonctionnant comme un terminateur d' elongation est visS pour la 
preparation de compose inhibant les reverses transcriptases de retrovirus. 

15 Avantageusement, lorsque Yl est NH2, Finvention a pour objet les synthons de depart 
de fonnule gen6rale II (syntbon Xo) : 

o 
II 



20 




dans lesquels Rl, R2, R2', R3, R3 5 et E correspondent aux groupes de la fonnule I. 
25 Parmi de tels composes, Finvention vise notamment le compos6 appele dXoTP dans 
lequel Rl est un groupe triphosphate, et R3 et R3' represented H, 

Les composes de fonnule II explicit6s ci-dessus peuvent etre utilises comme synthon 
de depart pour la preparation de librairie d'analogues de nucleotides et/ou de 
30 nucleosides. Leur groupe carbohydrazide permet en effet de conjuguer en une seule 
etape ces composes avec toute molecule comportant une fonction aldehyde ou cetone 
donnant les synthons Xi apres condensation ou X2 apres reduction. 
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Par condensation des composes de formule II (synthons Xo et X 0 TP) avec toute 
molecule comportant une fonction aldehyde ou cetone, on obtient un compos6 de 
formule I dans lequel le groupe Yl represente la formule generate : 



N = C 



21 



^Z2 



10 



15 



Zl et Z2 representant independarament Pun de 1'autre un hydrogene ou un groupe 
organique. Ces composes seront designes par XiTP (analogues de nucleotide 
triphosphate) ou X\ (analogues de nucleosides). 

On peut reduire de tels composes et obtenir les composes de formule I (synthons X2 et 
X2TP) dans lequel le groupe Yl repr&ente la formule generate : 



NH— CH 



/Z1 



72 



On peut citer par exemple, les composds dans lesquels au moins un des groupes Zl et 
Z2 est selectionne parmi les groupes aromatiques, notamment parmi les groupes de 
formule : 







ou 




Au moins un des groupes Zl et Z2 peut egalement etre selectionne parmi les groupes 
. thiol, alkyle, carbonyle, amine, alcool, aryle, et acide amine. 



Dans un autre aspect, les composes de Finvention peuvent etre caracterises en ce que 
20 Zl ou Z2 forme un cycle avec Y3. 



Dans un mode particulier de realisation, Pinvention conceme les composes pr6cites 
dans lesquels Zl ou Z2 comprend un marqueur fluorescent ou phosphorescent, 
notamment la fluorescamine ou la fluoresceine. Par exemple, on peut faire reagir la 



inn 
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fiuorescamine pour raarquer le compose ou bien pour detecter sa presence au sein d'un 
acide nucl£ique. 



On peut done preparer des composes avec un bras espaceur et un marqueur, par 
5 exemple un compose de formule : 



J! 




R2 R2 1 R3' R3 



Avantageusement, les composes precites sont des substrats d'une polymerase et 
15 peuvent former des appariements avec les bases naturelles, d'une reverse transcriptase 
et/ou d'une nucleotide kinase. 

De plus, lesdits composes peuvent introduire des mutations dans un acide nucleique ou 
bloquer la synthese d'ADN ou d'ARN, notamment par les ADN polymerases, les 
reverses transcriptases de retrovirus et les kinases. Parmi les kinases, on entend 
20 designer toute kinase capable de phosphoryler les nucleotides mono ou di-phosphate in 
vivo ou in vitro. On peut citer plus particulierement les desoxycytidine kinases, 
notamment la DCK2 humaine decrite dans US 5,914,258, les desoxyguanosine kinases 
et les thymidine kinases. 

25 " Ainsi, on peut utiliser un compose selon 1'invention dans lequel Yl est NH2 comme 
synthon de depart pour la preparation de librairies d' analogues de nucleotides et/ou de 
nucleosides, et identifier parmi lesdits analogues ceux qui peuvent induire des 
mutations et/ou bloquer la synthese d'ADN ou d'ARN. 



30 L'invention se rapporte egalement a un procede de preparation de composes de 
formule generate II decrits precedemment caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 
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a) preparation du nucleoside ayant pour heterocycle un het6rocycle a 5 atomes de 
formule : 




dans laquelle X represente inddpendamment les un des autres un groupe CH, C-R6, ou 
N, R6 etant choisi parmi les halogenes (F, Br, CI I), un groupe alkyle lineaire ou 
ramifie comportant 1 a 6 atomes de carbone et un groupe 0-R7 ou S-R7, R7 
representant un hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifi6 comportant 1 a 6 
atomes de caibone, 

lesdits heterocycles appartenant notamment a la femille des azoles, tels que les cycles 

O O" Q O" < y 

pyrrole pyrazole imidazole triazole tetrazole 



b) protection de Palcool en 5* et transformation de la fonction ester ethylique en 
fonction carbohydrazide par Taction de Thydrazine, 

c) protection de la fonction amine du groupe carbohydrazide par un groupe protecteur 
tel que le groupe benzyloxycarbonyle, acetylation de 1'alcool en 3 r , 

15 d) phosphorylation apres d6protection de Falcool en 5', 
e) et hydrogenolyse du groupe benzyloxycarbonyle. 



De preference, Tetape a) est realisee au moyen d'une N-transdesoxyribosylase dans le 
cas de desoxyribose et l'etape d) consiste en la phosphorylation du nucleoside par le 
20 cyanoethyl-phosphate en presence de dicyclohexylcarbodiimide; liberation 
concomitante en milieu basique de Talcool 3 1 et du groupe cyanoethyle du 5' phosphate 
; puis condensation de pyrophosphate au 5' phosphate active sous forme de 
morpholidate. 
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A partir des composes de formules generates II, on peut preparer un compose de 
formule generale I decrit ci-dessus par condensation d'un compose de formule 
gdn^rale II avec un aldehyde ou une cetone, suivi eventuellement d'une r6duciton. 
II est possible de faire r£agir un ou phisieurs composes) de formule generale II avec 
5 une librairie d'aldehydes et/ou de cetones, suivie eventuellement d'une reduction, de 
sorte a obtenir une librairie de composes de formule I. 

La voie de synthase decrite dans la figure 1 illustre un mode de realisation particulier 
du proced£ selon Pinvention. Lester ethylique de Facide imidazole-4-carboxylique fut 

1 0 converti en son desoxynucleoside par action de la N-transd6soxyribosylase, utilisee 
sans purification sous forme d*un extrait proteique de Lactobacillus leichmannii, en 
prenant la thymidine comme source de desoxyribose. Apres protection de Talcool en 5 r 
par un groupe dimethoxytrityle, le nucleoside portant la fonction ester ethylique fut & 
son tour converti en son derive carbohydrazide par action de 1'hydrazine. La fonction 

15 amine du groupe carbohydrazide fut ensuite protegee par condensation d\m groupe 
benzyloxycarbonyle. Apres ac&ylation de 1'alcool en 3' et liberation de Talcool en 5', le 
synthon obtenu fut soumis aux etapes de phosphorylation suivantes, a savoir : 
phosphorylation par le cyanoethyl-phosphate en presence de dicyclohexylcarbodiimide 
; liberation conconritante en milieu basique de I'alcool 3* et du 5' phosphate ; 
20 condensation de pyrophosphate au 5 r phosphate active sous forme de morpholidate. La 
production du synthon reactif desoxynucleoside triphosphate du carbohydrazide 
dXoTP fut achevee par hydrog&iolyse du groupe benzyloxycarbonyle. 

La condensation du carbohydrazide dX 0 TP avec Zl-CHO et Z1-CO-Z2 conduit aux 
25 ■ derives hydrazones dXjTP, puis aux composes dX 2 TP apres reduction. 

Un autre aspect de Pinvention se rapporte aux composes susceptibles d'etre obtenus a 
partir des procedes explicites ci-dessus et aux librairies de composes de formule 
generale I susceptibles d'etre obtenues lorsqu'on fait reagir un ou plusieurs composes 
30 de formule generale II avec une librairie d'ald6hydes et/ou de cetones. 
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L'invention concerne egalement un procede d 'identification de composes capables 
d'introduire une mutation dans un acide nucleique comprenant les etapes consistant a 
i) incorporer dans un oligonucleotide synthetique un compose de fonnule I dans lequel 
Yl est NH2, ii) faire reagir ledit compose par condensation avec au moins un aldehyde 
5 et/ou une cetone, eventuellement suivie d'une reduction, iii) repliquer ledit 
oligonucleotide a Faide d'une polymerase et determiner si une mutation a 6te 
introduite dans le brin nouvellement synthetise. 

Ainsi, dans un autre mode de realisation, l'invention se rapporte a un procede de 
10 mutation ponctuelle d'un acide nucleique caracterise en qu'on i) prepare un 
oligonucleotide synthetique comprenant au moins un compose selon Finvention, ii) on 
replique ledit oligonucleotide a Faide d'une polymerase. 

Dans un autre alternative, Finvention vise un procede de mutation ateatoire d'un acide 
nucleique comprenant les etapes consistant a utiliser un melange reactionnel 
1 5 comprenant au moins un compose precite pour Famplification d'un acide nucleique. 
Un tel proc6de de mutagenese aleatoire est particulierement utile pour modifier 
Factivite d'un polypeptide d'interet. 

Pour Feiongation, la replication et Famplification, on pent utiliser une ADN 
20 polymerase exo- telle que par exemple la Taq polymerase, le fragment de klenow et la 
Vent polymerase. 

Toutefois, il est possible d'utiliser des ADN pol exo+ dans le cas ou Fon souhaite 
cribler des composes selon Finvention qui seraient resistants a Factivite 
exonucleasique. De tels composes sont particulierement utiles dans les procedes de 
25 * detection de mutations. 

Un aspect supplementaire concerne un procede d'identification d'un compose capable 
d'inhiber une enzyme selectionnee parmi une polymerase, notamment une reverse 
transcriptase, et/ou une kinase, notamment toute kinase capable de phosphoiyler les 
30 nucleotides mono ou di-phosphate in vivo ou in vitro (d6soxycytidine kinases, 
desoxyguanosine kinases et thymidine kinases) caracterise en ce que Fon teste 
Factivite de jadite enzyme en presence d'au moins un compose selon Finvention. 
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Dans ce procede, on peut tester Feffet d'au moins un desdits composes sur des cellules 
infectees par un retrovirus, ledit compose se trouvant sous la fonne d'un analogue de 
nucleoside. En effet, les nucleosides peuvent traverser la membrane des cellules, ce qui 
n'est pas le cas des nucleotides a cause de la charge negative des groupes phosphates. 
5 On peut done effectuer un criblage a grande echelle en utilisant une librairie selon 
Finvention et par un processus iteratif avec des fractions de la librairie, on arrive par 
des experiences de routine a Identification d'un ou plusieurs composes) bloquant la 
replication des virus. 

L'invention vise les composes susceptibles d'etre obtenus a partir du procede precite. 

10 

Par ailleurs, les composes de Finvention peuvent etre utilises dans des amorces ou 
sondes pour Famplification et/ou pour la detection d'un acide nucleique cible. 
Une « sonde » ou une « amorce » se ddfinit, dans Ie sens de Finvention, comme etant 
un fragment nucleotidique comprenant par exemple de 10 a 1 00, notamment de 15 a 35 

15 nucleotides naturels ou modifies, comprenant au moins un compose repondant a la 
formule I decrite ci-dessus et possedant une specificite d'hybridation dans des 
conditions determines pour former un complexe d 'hybridation avec un acide 
nucteique cible. Les sondes selon Finvention, qu'elles soient specifiques ou non- 
specifiques, peuvent etre immobilisees, directement ou indirectement, sur un support 

20 solide ; on parle alors de «sonde de capture)). Par ailleurs, lesdites sondes peuvent 
porter un agent marqueur permettant leur detection ; on parle alors de « sonde de 
detection )>. 

Une «sonde de capture)) est immobilis6e ou immobilisable sur un support solide par 
25 tout moyen approprie, par exemple par covalence, par adsorption ou par synthese 
directe sur un support solide. Ces techniques sont notamment decrites dans la demande 
de brevet WO 92/10092. La methode la plus generale consiste a immobiliser Facide 
nucleique extrait des cellules de diflfcrents tissus ou de cellules en culture sur un 
support (tels que la nitrocellulose, le nylon™, le polystyrene) et a incuber, dans des 
30 conditions bien definies, Facide nucleique cible immobilise avec la sonde. Apres 
Fhybridation, Fexces de sonde est elimine et les molecules hybrides fornixes sont 
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detectees par la methode appropriee (mesure de la radioactivite, de la fluorescence ou 
de Pactivite enzymatique liee a la sonde). 

Une « sonde de detection » peut etre marquee au moyen d'un marqueur choisi par 
5 exemple panni les isotopes radioactifs, des enzymes, en particulier des enzymes 
susceptibles d'agir sur un substrat chromogene, fluorigene ou luminescent (notarnment 
une peroxydase ou une phosphatase alcaline), des composes chimiques chromophores, 
des composes, chromogenes, fluorigenes ou luminescents, des analogues de base 
nucleotitiques, et des ligands tels que la biotine. Le marquage des amorces ou des 

10 sondes obtenues selon rinvention est realise par des elements radioactifs ou par des 
molecules non radioactives. Les entites non radioactives sont selectionnees parmi les 
ligands tels la biotine, l'avidine, la streptavidine, la dioxygenine, les haptenes, les 
colorants, les agents luminescents tels que les agents radioluminescents, 
chemiluminescents, bioluminescents, fluorescents (fluoresceine isothiocyanate F1TC, 

15 R-phycoerythrine PE, Quantum Red™, SIGMA et fluorescamine, Molecular 
Bioprobes) et phosphorescents. 

Dans un mode de realisation particulier, 1'invention porte sur les composes de formule 
I marques. Comme indique precedemment, on peut condense un compose de formule 
20 n avec une molecule comportant une fonction aldehyde ou cetone. Dans ce cas, 
lesdites molecules portent un marqueur du type chromophores, composes 
chromogenes 7 fluorigenes ou luminescents ou ligands tels que la biotine. 

Les acides nucleiques comportant au moins un compose de formule I sont vises par la 
25 presente invention. lis peuvent etre mis en oeuvre dans les techniques du type PCR 
(Erlich, 1989 ; Innis et al., 1990, et Rolfs et ah, 1991). Cette technique necessite le 
choix de paires d'amorces oligonucleotidiques encadrant le fragment qui doit etre 
amplifie. On peut, par exemple, se rSferer a la technique decrite dans le brevet 
americain U.S. N° 4,683,202. D'autres techniques d'amplification peuvent etre 
30 avantageusement employees comme alternative a la PCR (PCR-like) a l'aide de couple 
d'amorces selon l'invention. Par PCR-like on entendra designer toutes les m&hodes 
mettant en oeuvre des reproductions directes ou indirectes des sequences d'acides 
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nucleiques, ou bien dans lesquelles les systemes de marquage ont ete amplifies, ces 
techniques sont bien connues de 1'hoinme du metier. 

L'invention concerne egalement un kit pour Pamplification et/ou la detection d'un 
5 acide nucleique cible et une composition phannaceutique comprenant un compose 
selon Tinvention ou un acide nucleique selon Tinvention. Elle porte egalement sur 
Putilisation d'un acide nucleique decrit ci-dessus comme ribozyme. On entend par 
« ribozyme » dans le sens de Tinvention, un acide nucleique, un derive d'acide 
nucleique ou un hybride chimique entre acide nucleique et peptide qui presente des 
10 proprietes catalytiques, de modulation de Tactivite ou de T expression d'une proteine, 
d'un polypeptide, d'un peptide ou d'un gene. Un acide nucleique selon I'invention 
peut done se substituer a un enzyme. 

Dans un autre aspect, Tinvention se rapporte a des oligonucleotides antisens 
15 comprenant au moins un compose de foxmule I. Par antisens, on entend designer un 
oligonucleotide complementaire d'un ADN ou ARN cible bloquant la transcription ou 
la traduction. Des exemples d' application sont donn& notamment dans W09954463, 
WO9838204, W09829448, WO9735960, WO9710840 et W09625497. 
Des lors, ledit acide nucleique selon Tinvention est utile comme medicament et dans 
20 des methodes de traitement 

L 5 invention porte egalement sur Tutilisation d'un compose decrit precedemment pour 
la fabrication d'un medicament, notamment pour la fabrication d'un medicament 
destine au traitement des infections rdtrovirales et du cancer. 

25 • 

Exemple 1 : Procede de preparation de composes preferes selon I'invention 
(figure 1). 

La synthese du triphosphate 1 implique Tintroduction d'un groupe temporaire de 
protection sur la fonction hydrazine qui peut etre liberee dans des conditions neutres. A 
30 cet effet, on a selectionne le groupe benzyloxycaibonyle. La chaine triphosphate a ete 
introduite en 3 etapes, conformement aux procedures d£crites par Tener et Mofiatt. Le 
nucleoside 3 a ete obtenu a partir du compose 2 par transglycosylation enzymatique en 
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utilisant la N-desoxyribosyltransferase comme decrit precedemment par Pochet et al. 
1995. 

La 5'-dimethoxytritylation du compose 3 dans la pyridine a penrris Pobtention du 
compose 4 avec un rendement de 73 %. Le traitement du compose 4 avec un large 
5 exces d'hydrate d'hydrazine a 60° C a conduit au compose 5 qui peut etre utilise dans 
les dtapes suivantes sans purification supplemental. 

Le groupe benzyloxycaibonyle a et6 introduit en faisant reagir le compose 5 avec le 
benzyloxycarbonylsuccinimidate conduisant au compose 6 en un rendement de 81 %. 
L'acylation avec l'anhydride acetique dans la pyridine produit un melange de deux 

10 composes majeurs correspondant au compose 3 y -0-ac6tyl6 7 (24 %) et au compose 3 s - 
O, N-diacetyle 8 (38 %). L'acetylation complete a ete rapidement obtenue dans 
Pacetonitrile en utilisant l'anhydride acetique (2.2 eq.) en presence de triethylamine 
catalysee par le DMAP permettant d'obtenir le compose 8 avec un rendement de 80 %. 
Apres detritylation du compost 8, la condensation du compost 9 avec le 

1 5 cyanoethylphosphate dans la pyridine en presence de DCC, suivie par un traitement 
avec une solution de 2 % de methylate de sodium dans le mdthanol, le procede a 
conduit au compose 5'monophosphate 11 (52 %). Le compose triphosphate 13 a ete 
obtenu en deux etapes en passant par le compose morpholidate 12 avec un rendement 
de 50 %. La suppression du groupe protecteur benzyloxycarbonyle a ete accomplie par 

20 hydrogenolyse sur Pd/C en presence de H 2 . Ainsi, le traitement des composes 11 et 13 
a permis d'obtenir les derives monophosphate 14 et triphosphate 1. 

Exemple 2 : Condensation du compose 1 avec des aldehydes. 

La derivatisation de la fonction hydrazine a ete effectu^e en utilisant des aldehydes 
25 • aromatiques et aliphatiques : premierement, le compose monophosphate 14 a ete traite 
avec le 3-methyIthiopropionaldehyde et le benzaldehyde dans KbO/methanol pour 
donner les composes 15a et 15b. Ces produits ont &e isoles par HPLC en phase 
inverse et ont ete caracterises par la technique de spectrometrique de masse et par 
RMN. De la meme mantere, le compose 1 dans le tampon TEAA (pH 7,5) a ete traite a 
30 4°C avec un exc^s d'aldehydes dans du methanol pour donner les composes 16a et 
16b. La structure des derives triphosphates a ete confirmee par spectrometrie de masse. 
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On a rajoute an compose 1 dans 0,2 ml de 0,1M TEAA un aldehyde (25^L dans 0,1 
mL de methanol). Apres 2 heures, la solution a ete concentree et purifiee par HPLC a 
A,=230 nm (0 a 25% ac6tronitrile dans 10 mM TEAA). Les fractions contenant le 
produit pur ont ete lyophilisees et passees a travers une colonne echangeuse de cations 
5 (Dowex) pour donner les triphosphates sous la forme de sels de sodium. 



Exemple 3 : Incorporation des analogues dXoTP et dXjTP dans les acides 
nucleiques. 

Les analogues (dXoTP, dXiTP(a) et dX x TP(b)) ont ete soumis a des experiences 
10 d'elongation d'amorce catalysees par le fragment de Klenow exo-. Une amorce a 6te 
marquee k son extremite 5* par reaction d'un [y- 32 P]ATP utilisant la T4 polynucleotide 
kinase. Les matrices approprtees et les amorces marquees ont et6 incubSes a 75°C 
pendant 15 minutes, puis refroidies lentement a temperature ambiante pendant 1 heure. 
Dans differents melanges reactionnels, on a realise Felongation de Pamorce avec une 
15 ADN polymerase en presence des dXjTP donnes. Les 6chantiUons ont ensuite &6 
denatures puis charges sur un gel de polyacrylamide (20% 7M d'uree). Apres 
electrophorese, les gels ont ete visualises par autoradiographie ou a Taide d'un 
Phosporimager™. 
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REVENPICATIONS 



1 . Composes de formule generate I : 



R1-0-H2C 




R4 



A~Ts 



R2 R2' R3' R3 



dans laquelle : 

- le groupe Rl represente un hydrogfcne ou un groupe choisi parmi Ies groupes 
phosphate, diphosphate ou triphosphate et les groupes protecteurs tels que DMT. 

- R2 et R2 5 sont choisis independamment Tun de Pautre panni H, OH, le 
phosphoramidite et ses d&ives, le H-phosphonate et un terminateur d'elongation T, 

- R3 et R3' sont choisis ind6pendarnment Tun de Fautre parmi H, OH, les halogenes 
(F, Br, CI, I), un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 a 6 atomes de 
carbone et un groupe 0-R5, R5 representant un groupe alkyle lineaire ou ramifie 
comportant 1 & 6 atomes de carbone, 

- R4 repr&ente un htt&ocycle (symbolist par un cercle) substituS, de formule 



dans lesquelles E designe un bras espaceur constitue par une chaine carbonee de 0 a 20 
atomes de carbones saturee ou non, comprenant ou non des h6teroatomes et/ou 
eventuellement substitue ; ledit heterocycle etant s&ectionne parmi : 




Y1 
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a) les heterocycles a 5 atomes de la formule : 




dans laquelle X represente independamment les un des autres un groupe CH, C-R6, ou 
N, R6 etant choisi panni les halogfenes (F, Br, CI, I), un groupe alkyle lin6aire ou 
ramifi6 comportant 1 a 6 atomes de caibone et un groupe 0-R7 ou S-R7, R7 
representant un hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 h 6 
atomes de caibone, lesdits heterocycles appartenant notamment a la famille des azoles, 
tels que les cycles 



N 



N 



N 



O li N o 

pyrrole pyrazole imidazole triazoie t6trazole 




de preference |j i composes A 

V Y1 



1 0 b) les cycles h 6 atomes, notamment les pyrrolidines de formule 



15 
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c) les analogues de purines de fomrale : 



Y3 




composes C 



5 




Y1 



dans lesquels : 

- Yl represente NH 2 (designe par le synthon Xo) ou nn groupe : 



N-C 



/Z1 

* 

\Z2 



synthon X 1 ou NH — CH 



^Z2 



synthon X 2 



10 



- Y2 et Y3 sont choisis independamment Tun de P autre parmi H, OH, O, NH 2 , les 
halogenes (F, Br, CI, 1), SCH3, SH, une amine, un amide (dans Ie sens -NH-CO-R) ou 
un alkyle lineaire (sens -OR) ou ramifte comportant 1 a 6 atomes de carbone, 
Zl et 72 etant choisis independannnent Tun de Pautre parmi H et un groupe 
15 organique. 

2. Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que le groupe Rl est un groupe 
triphosphate. 

20 3. Composes selon Tune des revendications 1 a 2 caracterises en ce qu'au moins un 
des groupes R2 et R2' represente un groupe OH. 

4. Composes selon Tune des revendications 1 a 3 caracterises en ce que T est 
sSlectionne de pr6f6rence parmi F, Br, CI, I, N3, et un groupe alkyle lineaire ou ramifie 
25 comportant 1 a 6 atomes de carbone. 
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5. Composes selon Tune des revendications 1 a 4 caracterises en ce que Y1 est NH 2 
correspondant aux synthons de formule generate II (synthon Xo) : 



R1-0-H2C 0 




R2 HZ R3* 



10 dans lesquels Rl, R2, R2' 9 R3, R3'et E correspondent aux groupes de la fonnule I. 

6. Composes selon Tune des revendications 1 a 4 caracterises en ce que Yl represente 
un groupe choisis panrri le groupe : 

H-C 

15 Zl et Z2 representant independamment Tun de I'autre un hydrogene ou un groupe 
organique (synthons XietXjTP). 



7. Composes selon Tune des revendications 1 & 4 caract6ris& en ce que Yl represente 
un groupe choisi panni le groupe : 

NH-CH 

20 Zl et Z2 representant independamment Tun de I'autre un hydrogene ou un groupe 
organique (synthons X 2 et X2TP). 



25 



8. Composes selon Tune des revendications 6 et 7 caracterises en ce qu'au moins un 
des groupes Zl et Z2 est selectioane panni les groupes aromatiques, notamment panni 
les groupes de fonnule : 
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9. Composes selon Tune des revindications 6 et 7 caract6ris£s en ce qu'au moins un 
des groupes Zl et Z2 est selectionne parmi les groupes thiol, alkyle, carbonyle, amine, 
alcool, aryle, et acide amine. 

5 

10. Composes selon Tune des revendications 6 et 7 caract6ris& en ce que Zl on Z2 
forme tin cycle avec Y3. 

1 1 . Composes selon Time des revendications 6 et 7 caracterises en ce que Zl ou Z2 

1 0 comprend un marqueur fluorescent ou phosphorescent, notamment la fluorescamine. 

12. Compos6s selon Tune des revendications precedentes caract£ris6s en ce qu'ils sont 
substrats d'une polymerase, d'une reverse transcriptase et/ou d'une nucleotide kinase. 

15 13. Composes selon Tune des revendications precedentes caracterises en ce qu'ils 
forinent des appariements avec les bases naturelles. 

14. Composes selon la revendication 12 caracterises en ce qu'ils inhibent une 
polymerase, notamment une reverse transcriptase de retrovirus et/ou une kinase. 

20 

15. Precede de preparation de composes de formule generate II selon la revendication 
5 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) preparation du nucleoside ayant pour heterocycle un heterocycle a 5 atomes de 
formule : 




COOEt 
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dans laquelle X represente independamment les un des autres un groupe CH, C-R6, ou 
N, R6 etant choisi panni les halogenes (F, Br, CI, I), un groupe alkyle lineaire ou 
ramifid comportant 1 a 6 atomes de carbone et un groupe 0-R7 ou S-R7, R7 
representant un hydrogene ou un groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant 1 a 6 
5 atomes de carbone, lesdits h6terocycles appartenant notamment k la famille des azoles, 
tels que les cycles 




pyrrole pyrazole imidazole triazole tetrazole 



b) protection de Palcool en 5' et transformation de la fonction ester fthylique en 
fonction carbohydrazide par Taction de l'hydrazine, 
10 c) protection de la fonction amine du groupe carbohydrazide par un groupe protecteur 
tel que le groupe benzyloxycarbonyle, ac&ylation de Talcool en 3 f , 

d) phosphorylation apres d6protection de l'alcool en 5', 

e) et hydrog&iolyse du groupe benzyloxycarbonyle. 

* 

15 16. Procede de preparation selon la revendication 15 caracterise en ce que Tetape a) est 
realisee au moyen d'une N-transd^soxyribosylase. 

17. Procede de preparation selon Tune des revendications 15 et 16 caracterise en ce 
que Petape d) consiste en la phosphorylation du nucleoside par le cyanoethyl- 
20 phosphate en presence de dicyclohexylcarbodiimide; liberation concomitante en milieu 
basique de l'alcool 3 f et du groupe cyanoethyle du 5 f phosphate; puis condensation de 
* pyrophosphate au 5' phosphate active sous forme de morpholidate. 



18. Procede de preparation d'un compose de formule generate I selon Pune des 
25 revendications 6 a 1 1 caracteris6 en ce qu'un compose de formule generate II selon la 
revendication 5 est condense avec un aldehyde ou une cetone. 



una 
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19. Procede selon la revendication 18 caracterise en ce que Ton fait reagir un ou 
plusieurs compose(s) de fonnule generale II selon la revendication 5 avec une librairie 
d'aldehydes et/ou de c&ones, suivi eventuellement d'une reduction. 

5 20. Composes susceptibles d'Stre obtenus k partir d'un procede selon Tune des 
revendications 15 a 19. 

21. Librairies de composes de fonnule generale I selon Tune des revendications 1 a 11 
susceptibles d'etre obtenues a partir du procede selon la revendication 19. 

10 

22. Procede d'identification de composes capables d'introduire une mutation dans un 
acide nucleique comprenant les etapes consistant a i) incorporer dans un 
oligonucleotide synthetique un compose selon la revendications 1 dans lequel Yl est 
un groupe NH2, ii) faire r6agir ledit compose conformement au precede selon la 

15 revendication 18 ou 19, eventuellement suivi d'une reduction, iii) repliquer ledit 
oligonucleotide k 1'aide d'une polymerase et determiner si une mutation a ete 
introduite dans le brinnouvellement synthetise. 

23. Procede de mutation ponctuelle d'un acide nucleique caracterise en qu'on i) 
20 prepare un oligonucleotide synthetique comprenant au moins un compose selon Tune 

des revendications 1 k 11, ii) on replique ledit oligonucleotide a l'aide d'une 
polymerase. 

24. Procede de mutation aleatoire d'un acide nucleique comprenant les etapes 
25 consistant a utiliser un melange reactionnel comprenant au moins un compose selon 

Tune des revendications 1 a 11 pour 1'amplification d'un acide nucleique. 

25. Procede selon Tune des revendications 22 a 24 caracterise en ce qu'on utilise une 
ADN polymerase exo-. 

30 

26. Procede d'identification d'un compose capable d'inhiber une enzyme selectionnee 
parmi une polymerase, notamment une reverse transcriptase et une kinase, caracterise 
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en ce que Ton test Pactivite de ladite enzyme en presence d'au moins un compose 
selon Tune des revendications 1 k 1 1 . 

27. Procede d'identification d'un compose capable d'inhiber une reverse transcriptase 
5 d'un retrovirus caracterise en ce que Ton test Feffet d'au moins un compost selon 

Tune des revendications 1 a 11 sur des cellules infectees par un retrovirus, ledit 
compose se trouvant sous le forme d'un analogue de nucleoside. 

28. Procede selon l'une des revendications 23 a 27 caracterise en ce qu'on utilise une 
1 0 librairie selon la revendication 2 1 . 

29. Acide nucleique comportant au moins un compose selon l'une des revendications 1 
ill. 

15 30. Utilisation d'un compose selon l'une des revendications 1 a 1 1 dans un procede de 
mutagenese aleatoire. 

31. Utilisation d'un compost selon l'une des revendications 1 k 11 comme base 
ambigue. 

20 

32. Utilisation d'un compose selon l'une des revendications 1 a 1 1 dans une amorce ou 
une sonde pour Pamplification et/ou la detection d'un acide nucleique cible. 

33. Utilisation selon la revendication 32 caracterisee en ce que ledit compose est 
25 marque. 

34. Kit pour l'amplification et/ou la detection d'un acide nucleique cible comprenant 
un compose selon l'une des revendications 1 a 11 ou un acide nucleique selon la 
revendication 29. 

30 

35. Utilisation d'un acide nucleique selon la revendication 29 pour la preparation d'un 
medicament. 
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36. Utilisation d'un acide nucleique selon la revendication 29 comme ribozyme pour la 
preparation d'un medicament. 

5 37. Utilisation d'un acide nucl&que selon la revendication 29 comme antisens pour la 
preparation d'un medicament. 

38. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications 1 a 5 dans lequel Yl est 
NH 2 comme synthon de depart pour la preparation de librairie d'analogues de 

1 0 nucleotides et/ou de nucleosides. 

39. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications 1 & II pour la fabrication 
d'un medicament. 

1 5 40. Utilisation selon la revendication 39 pour la fabrication d'un medicament destind 
au taitement des infections retrovirales. 

41. Utilisation selon la revendication 39 pour la fabrication d'un medicament destine 
au traitement du cancer. 



WO 01/96354 



PCT/FR01/01830 



1/2 




WO 01/96354 



PCT/FR01/01830 



2/2 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International Application No 

PCT/FR 01/01830 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07H19/044 C07H19/052 C07H19/056 C07H19/06 C07H19/16 
C07H21/00 C12Q1/68 G01N33/53 A61K31/7052 A61P31/12 
A61P35/00 

According to International Patent CtessmcaHon (PC) or to both national dasstficaiion and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) "***" ***""* 

IPC 7 C07H C12Q G01N A61K A61P 



Documentation searched other Ihan minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 
Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, CHEN ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • 



Citation of document, vrth indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



O.T. NITKOWSKI ET AL. : "Design, 
synthesis, and broad spectrum antiviral 
activity of 

l-beta-D-ribofuranosyl--l,2,3-triazole-3-ca 
rboxamide and related nucleosides" 
J. MED. CHEM. , 

vol. 15, 1972, pages 1150-1154, 

XP002164810 

the whole document 

M. T. GARCIA-LOPEZ, R. HERRANZ: "Studies 
on new routes for the synthesis of 4- and 
5-aminoimidazole nucleoside derivatives" 
J. HETEROCYCLIC CHEM. , 
vol. 19, 1982, pages 233-235, XP002164811 
page 233, right-hand column 

V- 



13 

12-i4,40 



1,3,5, 
12-14 



0 



Further documents are listed In the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed hi annex 



• Special categories of died documents : 

A' document defining the general state of the art which Is not 
considered to be of particular relevance 

E» earlier document but published on or after the international 
filing date 

V document which may throw doubts on priority dalm{s) or 
wfcteh is cited to establish the publication date of another 
cSatbn or other special reason (as specified) 

•fj document referring to an oral disclosure, use, exhMion or 
other means 

•P* document published prior to tbe international filing date but 
Izterttian the priority date claimed 

Date ol the actual completion of the International search 



25 September 2001 



T later document published after the International fling dale 
or priority dale and not in conflict with the application but 
dted to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Invdve an inventive step when the document Is taken alone 

*Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

'&' document member of the same patent ramify 



Date of mailing of the International search report 

04/10/2001 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.a 581B Paientlaan 2 

NL-2280HVRiJSWl)k 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



de Nooy, A 



Form PCTASA/210 (too cod choei) (July 10D2) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C.(CorttJnuaHon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Internettonai Application No 

PCT/FR 01/01830 



Category 



A 



Cttaffon cf document, wHh indicalion .where appropriate, of the relevant passages 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 106, no. 13 
1987 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 95702z, 

T.P. NEDOREZOVA ET AL. : "Effects of 

4, 5-di substituted 1,2, 3-tri azol es and 

their N2-r1bos1des on pyrtmldlne 

precursors incorporation into nucleic 

acids of tumor cells" 

page 30; column r; 

XP002164815 

abstract 

& KHIM.-FARM. ZH., 

vol. 20, 1986, pages 1299-1302, 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 108, no. 1, 
1988 

Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 633 Id, 

I.D. SHINGAROVA ET AL.: "Nucleosides of 

4-(methy 1 thi o )-l , 2, 3-tri azol e-5-carboxy 1 i c 

acid derivatives 0 

page 605; column 1; 

XP002164816 

abstract 

& KHIM. GETEROTSIKL. S0EDIN. , 
1987, pages 231-235, 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 108, no. 21, 
1988 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 187169a, 

I.D. SHINGAROVA ET AL. : "Position Of 

glycosidation of 5-substituted 

4-chl oro-1 , 2 , 3-tri azo 1 es " 

page 750; column r; 

XP002164817 

abstract 

& KHIM. GETEROTSIKL. S0EDIN., 
1987, pages 937-940, 

C. LE BEC ET AL.: "Derivatives of 

i mid azol e-4-carboxaniide as substrates for 

various DNA polymerases" 

NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 

vol. 16, 1997, pages 1301-1302, 

XP002164812 

cited in the application 
the whole document 



Retevant to claim No. 



1,3, 

12-14,41 



1,3, 
12-14 



1,3, 
12-14 



2,12,16 



{INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International Application No 

PCT/FR 01/01830 



0(ComtnuaUon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • 



CHafion of document, with indfcaliwi.vvhere appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



S. POCHET, L. DUGUE: 
"Imidazole-4-carboxamide and 
1,2, 4-tr i azol e-3-carboxami de 
deoxynucleotides as simplified DNA 
building blocks with ambiguous pairing 
capacity" 

NUCLEOSIDES k NUCLEOTIDES, 
vol. 17, 1998, pages 2003-2009. 
XP002164813 

cited in the application 
the whole document 

M. SALA ET AL.: "Ambiguous base pairing 

of the purine analogue 

l-(2-deoxy-beta-D-ribofuranosysl )-1midazol 

e-4-carboxanride during PCR" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

vol. 24, 1996, pages 3302-3306, 

XP002164814 

cited 1n the application 
the whole document 



16,29 



ftxm PCT/JSW210 (cenfflnuattoo ot sooend sheet) (July 1B92) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demand© Internationale No 

PCT/FR 01/01830 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDS , 

CIB 7 C07H19/044 C07H19/052 



C07H21/00 
A61P35/00 



C12Q1/68 



C07H19/056 
G01H33/53 



C07H19/06 
A61K31/7052 



C07H19/16 
A61P31/12 



Seton fa dasslitcaUon Internationale des brevets (CB) ou a la tots seton la ctassincallon natlonate el la CIB 

B, DQWAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation mWmale consutee (systems de classification suh/i des symboles do dassexnenl) 

CIB 7 C07H C12Q G01N A61K A61P •' 



Documentation censuitee autre que la documentation mlnimale dans la mesure ou ces documents relevenl das domaines sur tesquek a porte ta recherche 
Base de donnees^lectronique consuttee au cours de ra recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises} 

EPO-Internal, WPI Data, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric • 



kJentrfication das documents cites, avac, la cas echeartf, finoTcation des passages pertinents 



no. des revendicatiofie vis das 



J.T. WITKOWSKI ET AL: "Design, 
synthesis, and broad spectrum antiviral 
activity of 

1-beta-D-ri bof ur anosyl -1,2, 3-tr i azol e-3-ca 
rboxamide and related nucleosides" 
J. MED. CHEM., 

vol. 15, 1972, pages 1150-1154, 

XP002164810 

le document en entier 

M. T. GARCIA-LOPEZ, R. HERRANZ: "Studies 
on new routes for the synthesis of 4- and 
5-ajninoimidazole nucleoside derivatives" 
J. HETEROCYCLIC CHEM. , 
vol. 19, 1982, pages 233-235, XP002164811 
page 233, colonne de droite 



1,3, 

12-14,40 



1,3,5, 
12-14 



m 



Voir la suite du cadre C pour ta tin de la llste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indlques en annexe 



* Categories speciales de documents cues: 

'A* document definbsant fetal general de la technique, non 
conslddre comma particuiierement pertinent 

*E* document antariaur, mats puWfo a ia date de depdt internal fona I 
ou apres cette date 

V document pouvant Jeter un doute sur una revendication de 
prtorite ou c*e pour determiner la dale de publication cfune 
autre citation ou pour one raison speciale (telle qulndkjuee) 

'O* document se referant a une divulgation male, a un usage, a 
una exposition ou tous autres moyens 

'P* document pubtie avant la date de depot International, mais 
postertaurement a la date de prtorite revendiquee 



T* documont ulldnour publtt apres ta date de depot Internationa) ou ta 
date de priority et n'appartenenanl pas a Tetat de la 
technique pertinent, rnaJs cde pour comprendre le princjje 
ou la theorie constliuanl ta base de Dnvention 

'X" document particulierement pertinent; Hnven lion revendiquee ne peui 
eire oonsider&e oomme nouvelle ou com me impllquent une acthrle 
invenlhre par rapport au document considers Isolement 

*Y* document parltcuBeroment pertinent; rtnven Hon revendiquee 

ne paul 6tre considers© comma impliquant une adh/tt6 Invontiva 
lorsque te document est assotie a un ou plusteurs autres 
documents de memo nature, cette combinaison etant evident© 
pour one personne du metier 

'&' document qui (alt parUe de la m6me lamllle de brevets 



Date a laquelle ta recherche Internationale a ete effecilvement achevee 



25 septembre 2001 



Nom et adresse postalede rarJminfetrallon chargee de la recherche Internationale 

Office Europeen des Brevets, PB. 5818 Patenltaan 2 
Nl - 2280 HV RqsvvJjK 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl 
Fax: (+31-70)340-3016 



Dale d*exp£dKlon du present rapport de recherche Internationale 



04/10/2001 



FoncUortoaire autortse 



de Nooy, A 



Fom>ub»r« PCT/lSA/210 (deuxibmo (ou^to) {juBbt 1602) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 






Demande tnternaBonale No 




PCT/FR 01/01830 


CXsuttD) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie 


Identification des documents cites, bvocJg cas echdant, I'indicationdes passagec pertinents 


no. des re vendica lions visdes 


x 


CHEMICAL ABSTRACTS vol 106 no 13 


1 3 




1987 


12-14 41 




Columbus, Ohio, US; 




abstract no. 95702z, 






T P NEDDREZOVA FT AL ■ "Effects of 






4 5— di ^uh^t 1 tntpri 1 7 ^-tr1a7olp<; and 






unci i jit. i iwuo iucj uu yj* luiiuiiic 






yi t:v>Ul oUl o II \\+\Jl \J\Jl a L f Ul J HI LU ilUl, 1 C 1 L> 


■ 










payer JU j i uiuic I , 






Ar uu£.iu*toi3 






aui eye 






JL I7UTM -PflPM 714 






VUI . 4v t liJou, payed Iwj ljUt, 




X 


CHEMICAL ABSTRACTS , vol. 108, no. 1, 


1,3, 




1988 


12-14 




toiumous, onio, ub; 






abstract no. oJjld, 






l.D. bHIN&ARuVA ET AL.: Nucleosides of 






4-( methyl tn i o j-l , z , 3-tr 1 azol e-5-carboxy 1 1 c 






acid derivatives 






page oUb; coionne i; 




■ 


ArUU£iO4ol0 






"V W I** A f\ 

aurege 






& KHlrl. btl tKOIblKL. 50LDIN., 






1Q07 no on r Oil— 

iyo/ , pages col cjd, 




X 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 108, no. 21, 


1,3, 




1988 


12-14 




to i LiTnotis , unio ; Uo, 






abstract no. io/ioya, 






T n CUT MCA DAM A CT Al Pr»e -5 + i *\r\ 






g lycosiaati on ot b-suDstitutea 






4^cn i oro— i , c. , j-tr i azo I es 






page /b0; coionne r; 






V D A A 0 1 C A 0 1 "7 






abrege 






& KHIM. GETEROTSIKL. SOEDIW. , 






1987, pages 937-940, 




A 


C. LE BEC ET AL.: "Derivatives of 


2,12,16 




1midazole~4-carboxamide as substrates for 




various DNA polymerases" 






NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 






vol. 16, 1997, pages 1301-1302, 






XP002164812 






cite dans la demande 






le document en entier 











Fomutoiro PCT/ISA/210 (who de la deuxltono feuilto) [juiCek 1002) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demands International© No 

PCT/FR 01/01830 



C^sutte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorfe 



• Identification dec documents cites, avcc,\o coo cchcont, Pindteotfondes poocogcD pertinents 



no. dee roven<icaiion9vis6ee 



S. PQCHET, L. DUGUE: 
M lnridazole-4-carboxamide and 
1,2, 4-tri azol e-3-carboxami de 
deoxynucleotides as simplified DNA 
building blocks with ambiguous pairing 
capacity" 

NUCLEOSIDES & NUCLEOTIDES, 

vol. 17, 1998, pages 2003-2009, 

XP002164813 

cite dans la demande 

le document en entier 

M. SALA ET AL.: "Ambiguous base pairing 

of the purine analogue 

l~<2-deoxy-beta-D-ribofuranosysl Hmidazol 

e-4-carbox amide during PCR" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

vol. 24, 1996, pages 3302-3306, 

XP002164814 

cite dans la demande 

le document en entier 



16,29 



21,22 



Fotmulabo PCT7ISAAM0 (eufto do Is douxfemo touUb) UuIUol 1892) 



